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糖尿病, 肥満, 脂質代謝異常, 高血 圧な ど に お けるイ ン ス リ ン抵抗性 は腎硬化症 や動脈硬化症 の 危険国子 と考え られ て
お り , 糖尿 病治療 の 標的 の
一 つ で あ る . メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 や 血管内皮細 胞 の 産 生 す る 単球走化性 国子 (m o n o cyte
che m o attr a cta ntportein-1, M C P
-1) は単球 の 遊走活性 を介 して動脈硬化と腎硬化症 の 発症 に重要な役割を担 っ て い る ･ 近年,
イ ン ス リ ン 感受性増強作用を有するトロ グ リ タ ゾ ン は イ ン ス リ ン 抵抗性 の 改善に よ り動脈硬化や糖尿病血管障害の 進展 を抑止
しう る こ とが報告 され て い る . しか しなが ら , ト ロ グリ タ ゾ ン が 血 管構成細胞に直接的 に作用 し, 腎硬化症を含 む動脈硬化症
の 進展を抑制 Lうる か どう か は 明確 で は ない . 本研 究で は! ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細胞 (hu m an m e S angilcells, H M C) お よ び ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞 mu m an u mbilic alv ein e ndothelialc ells, H U Ⅷ C) の 培養 にお ける サ イ トカ イ ン 誘導性 の M C P
-1産生 に お よ
ぽ す トロ グl) タ ゾン の 効果を検討 した . H M C と H U V E Cを5, 50 また は 500ng/mlの 施療壊死因子- α (tu m o r n e c ro sisfa cto r
.
α , T N F一 α) 存在下 で, 1ま た は10FLM の トロ グ リ タ ゾ ン存在下 , 非 存在下の 培地で 24時間培養 し, H M C や H U V E C か ら分
泌 さ れ た M C P-1量 を測定 した. イ ン ス l) ン 抵抗性状態や動脈硬化巣で 上 昇す るT N F
- α は 容量依存性 に H M C や H U V E C か ら
の M C P,1産生を促進 した . HMC で は M C P-1産生は コ ン ト ロ ー ル に比 しT N Fp α 刺激 に より55倍 に増加 した ･ ト ロ グリ タ ゾ ン
は容量依存性 にT NF- a 誘導性 M C P-1産生を抑制 し, 10FLM の トロ グ 1) タ ゾン で は4 9･3 % に抑制 した ･ H U V E C で は M C P
-1産
生 は コ ン ト ロ ー ル に 比 しT N F- α 刺激 に より119倍 に増加 し た. トロ グ 1) タ ゾン は 容量依存性 に M C P
-1産生を抑制 し, 10FL M
の ト ロ グリ タ ゾ ンで は19.4 % に抑制した . ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト解析で は, H M C および E m C に おい て ト ロ グリ タ ゾ ン はT N Fα
利敵 に より増加 した M C P-1 m R N Aレ ベ ル を抑制 して い た ･ ト ロ グリ タ ゾ ン の 分子構造 は ク ロ マ ン 環 とチ ア ゾリ ジ ン環 か ら 成
り立 っ て い る . ク ロ マ ン 環をも つ ア ル フ ァ ー ト コ フ ェ ロ
ー ル や, チ ア ゾ リ ジ ン 環 は も つ が ク ロ マ ン 環は もた ない ピオ グリ タ ゾ
ン は, とも に T N FLα 誘導性 M C P-1産生 を抑制 した こ とか ら, M C P-1産生 におけ る トロ グリ タ ゾ ン の 抑 制効果は タ
ロ マ ン 環と
チ ア ゾ リ ジ ン 環 の 両者 に 起因す るもの と考え る , 今 回の 研究 は チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 が 内皮細胞 や メ サ ン ギ ウ ム 細胞 か らの
M C P_1産生 を抑制す る こ と に よ っ て動脈硬化症や腎硬化症 の 進展を抑止 しう る可 能性を示唆する ･
Key w o rds m o n o cyte che m o attra cta nt pr otein
-1, tr Oglitaz o n e, thiaz olidin edione, Pe r O Xis o m e
pr olifer ator-a Ctiv atedr ec eptor
-
γ , ather os clero si
近乳 糖尿柄, 肥i乳 脂質代謝異常, 高血 圧 な どを含有す る
イ ン ス リ ン抵 抗性症候群1)は 2型糖尿病の 成因 と し て ば か りで
は なく, 高イ ン ス リ ン 血症 や 高脂 血症を伴 い , 腎硬化症 を含む
動脈硬化症 の 重要な要因とな っ て い る こ と が 明ら か に さ れ つ つ
あり2卜 4), そ れ ら の 改善 は動脈硬化 の 発症 ･ 進展 の 抑止 と い う
観点か ら糖尿病治療 の 大きな目標 と な っ て い る
5)
.
単球走化性因子(m o n o cyte che m o attr actantpr otein-1, M C P-1)
は 1989年 に 精製
6)お よ び ク ロ ー ニ ン グ
7)され た塩基性蛋白 で ,
単 球 に対 し て特異的な遊走活性化作用を示す . 単球や マ ク ロ フ
ァ
ー ジの 糸球体内へ の 浸潤は細胞外 マ トリ ッ ク ス の 増大や 糸球体
硬化 の 進展 に関与 して お り, 腎硬化症 や糖尿柄性腎症の 病初期
に認め ら れ て い る 8)9). ま た , 単 球や マ ク ロ フ ァ ー ジ の 血 管内
皮 下 へ の 遊 走 ･ 浸潤も粥状硬化 の 病初期に認め ら れ, こ う した
病巣に M CP-1 が過剰発現 して い る こ とが 報告 さ れ て い る
1 0) 1ニり
さ ら に , M C P-1 は単球 , マ ク ロ フ ァ ー ジ , 線 維芽細胞, メ サ
ン ギ ウ ム 細 胞, 血 管 内皮細胞 , 血 管平滑筋細胞 な どか ら 産生
さ れ7)14)1
5)
, 動脈 硬化病巣形成 の 初期段階 に重要 な役割 を担 っ
て い ると 考え られ て い る .
近乳 イ ン ス リ ン 感受性増強作用 を有す る チ ア ゾリ ジ ン 誘導
体 (ト ロ グ リ タ ゾ ン や ピ オ グ リ タ ゾ ン) が 臨床応用 さ れ , イ ン
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チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤に よ る 単球走化性因子 の 抑制
ス リ ン 抵抗性改善 に よ る高血 糖や 高脂血症 の 是正 に より , 動脈
硬化症 の 発症や進展 を抑止 しう る可 能性が 示唆さ れ て い る
16)
･
･ トロ グ リ タ ゾ ン は チ ア ゾ リ ジ ン 頓と どタ ミ ン E骨格 と類似 の ク
ロ マ ン 環か ら構成され て おり(図1,朗 , 近年 この ク ロ マ ン 環が 抗
酸化作用を発揮 し, 脂質 の 酸化を抑制する こ とが報告 され
17)1 8)
,
抗酸化作用 に よ る 抗動脈硬化作用が注目 さ れ て い る･ しか し,
血管内皮細胞や メ サ ン ギ ウム 細胞に 直接的 に作用し, 抗動脈硬
化作用を発揮する か に つ い て は不明であ る･
そ こ で 本研究で は, まずイ ン ス リ ン 抵抗性状態や動脈硬化巣
で産生が克進 して い る炎症性サ イ ト カイ ン が メ サ ン ギウ ム 細胞
およ び 血 管内皮細胞 に お ける M C P-1の 発現誘導に お よ ぼ す影
響を検討 し た . 次 に MC P-1発 現 お よ び 産生 の 抑制を腎硬化
症 ･ 糖尿病性腎症 お よ び粥状硬化症 の 発症 ･ 進展 に対す る抗動
脈硬化作用 の 指標 の
一 つ と位置づ け, チ ア ゾ リ ジ ン誘導体が メ
サ ン ギ ウ ム 細胞や 血管内皮細胞か らの M C P-1発 現お よ び 産生
を抑制す る か に つ い て 検 討 した . さ ら に ト ロ グ リ タ ゾ ン が
M C P-1産生 に対する抑制作用を有す るな ら , そ の 効果 はチ ア ゾ
リ ジ ン 環 に由来す るもの か , あ るい はク ロ マ ン 環 に よ る抗酸化
的効果 に由来す るもの なの か に つ い て, ク ロ マ ン 環を有す る ア
ル フ ァ ー トコ フ ェ ロ ー ル (図1-B), お よ び ク ロ マ ン 環を有 して
い な い チ ア ゾリ ジ ン 誘導体である ピ オ グリ タ ゾ ン (図1-C) の 作
用と ト ロ グリ タ ゾ ン の 作用 を比較する こ と に より検討した･
材 料お よ び方法
Ⅰ . 細 胞
ヒ トメ サ ン ギ ウ ム 細胞 Ol u m an m e Sangialc ells, H M C)お よび
ヒ ト臍帯静脈内皮細胞 Olu m an u mbilicalv ein e ndothelialc ells,
A
C hro m a n rlng










T hia z olidin e ring
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Fig. 1. T he stru ctu r e oftr oglita zon e, α -tO C Ophe r ol a nd
pioglita z o n e. (A)Tr oglita z o n e, (B)Pioglita z o n e, (C) α
-
to cophe r ol.
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H U V E C) はク ロ ネ テ イ ク ス (Sa nDiego , U S A) か ら購 入 した ･
H M Cは 5 %の 牛 胎児 血清 (fetal bo vin e s eru m , F B S),
50m g/ml ゲン タ マ イ シ ン , 5 0/Lg/ml アン ホ テ リ シ ン Bを含 む
メ サ ン ギ ウ ム 細 胞基礎培地(Clo n eticsCo rp) にて , H U V E C は
2 %の F B S と5 0m g/ml ゲン タ マ イ シ ン , 50/Lg/ml アン ホ テ リ
シ ン B を含む内皮細胞基礎培地 (Clo n eticsCo rp) に て5 % C O2
気相下 で 維持 し た. H U V E C は実験時 に は F B S濃度を0.4 %と
した ｡
Ⅰ . M C P-1刺激因子 お よび薬剤 の添加
細胞 は5 か ら8継代の もの を本研究 に便用 し, 細胞 を12穴の
ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ (Co sta r, Ple a santo n, U S A) に各穴2×
104個播種 し, 細胞 の 接着を確認 した うえで各ク ラ ス ダ ー デ ィ
ッ シ ュ の 培 地を交換 し , 24時間培養 し た . その 後 各過度 (5,
50, 500ng/ml) の 膿瘍壊死因子T α (tu m o r n e cr o sisfa cto r- α ,
T N F- α)(Endoge n, Ca rb ri dge, M A) と 1また は10FLM の トロ グ
リ タ ゾ ン , 10〃M の ピオ グリ タ ゾ ン (三 共, 東京), 10〃M の ア
ル フ ァ ー ト コ フ ェ ロ ー ル (和光, 東京)を添加 し, 24時間まで
培養 し た. そ の 後, 各穴の 培養上浦 を採取 し , 解析 に便用する
まで - 20 ℃ で保存 した .
∬L 生細胞数の算定
細胞を12穴の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ に播種後0.25 %の トリ
プ シ ン で分散, 回収後, 0.17 %匝/可の トリ バ ン プ ル
ー を含む
培 地 で 希釈 し, 血球計算板 を用い て トリ バ ン プ ル
ー 染 色さ れな
い 生珊胞数を算定 し た.
Ⅳ . M C P･1蛋白濃度解析
細胞上 演中の M C P-1蛋白濃度を酵素結合 に よ る 免疫吸着法
を用 い た E LIS A キッ ト (Hu m a nM C P-1 Im m u n o a s say, R & D
syste m, U S A) に て解析 した . すな わ ち, M C P
-1 に対 する ラ ッ
ト の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 96穴 の プ レ ー
ト に 各測定サ ン プ ル を200〃lず つ 注 入 し, 2時 間常温放置 し た･
次 に 各穴の サ ン プ ル を除去 し, P B S で4回洗浄 し た後, 各穴 に
M C P-1 に対す る ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識の ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体を
20
′
′ノlず つ 投 与 し, 1時間常温放置 し た･ 再 び各穴の 内容液を
排除 し, P B S で 4回洗浄 した 後, 結 合し た抗体 に対する発色基
質液(ハ イ ドロ ゲ ン ペ ル オキ シ ダ ー ゼ + テ トラ メ チ ル ベ ン ジ ジ
ン)200〃1 を注 入 し た . 20分 衡 2 Nの 硫酸50.′∠l投 与に て 発色
反応 を停_l二させ , 450n mの 波 長に対する吸光度を
マ イ ク ロ プ レ
ー ト リ ー ダ ー (Co n o n a, 茨城) に て 測定 した . M C P-1蛋白濃度
はprotein as saykit(Pie rc e,Ro ckfo rd,II) を用い , 全細胞盛白蓮
で補正 し た.
Ⅴ . 総 R N A の分離
75c m
2の フ ラ ス コ で培 養 し, コ ン プ ル エ ン ト に達 した H M C
を5 % F B S と500ng/ml T N F- α を 含む メ サ ン ギ ウ ム 細胞基礎
地 にて , 10〃M の ト ロ グ リ タ ゾ ン の 存在 下 , 非 存在
'■卜で6時間
培養 し た . 上 浦 を 除去 し, 培養祁胞衣面 をP B S で 3回洗浄後,
Is oge n(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 東京) を用 い た イ ソ ナ オ シ ア ン 醸 グ
ア ニ ジ ン 塩化 フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 法
19)に て 総 R N A を摘
出精製 した . す なわ ち, 1フ ラ ス コ 当 たり3mlのIs oge nを加え
珊胞を融取 回収 し , 室温で 5分間放阻私 0.6mlの ク ロ ロ ホ
ル ム を加えて激 しく振返 し た . 室温 , 12000× g に て15分間遠
心後, ｣二滴 を 回収 しイ ソ プ ロ パ ノ ー ル を1.5ml加え室温で 5分
放置 し, 4℃, 15000× g60分間の 遠心 に て m Aを沈澱 させ た ･
沈 澱 物を7 5 %エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し乾燥後 , 純 水 で 溶解 し
260n m の 吸光定量を行い 至過渡度 に調整 した .
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Ⅵ. ノ ー ザ ン プロ ッ ト解析
M C P,1 cD N Aの 第256-2 85 bpに 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド, 5㌧T T G G G m G C T T G T C C A G G T G G T C C ATGG Aq3
'
(ダラ
イ ナ ー ジ ャ パ ン , 束京)を M C P蠣1検出用 プ ロ ー ブ と し て用 い ,
対照 と し て の グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド3- リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
′GA P D H) cDN Aの 第340-359 bpに 相補的な オ リ ゴ ヌ ク レ オチ
ド, 5
,
-G A G A T G A T G A C C T T T T G G C-3
'
(ダ ライ ナ ー ジ ャ パ ン ,
東京)をG A P D H検出用 プ ロ ー ブ と し て用い た
2(-卜 2り
. プ ロ ー ブ
は D N A 5
,
末端標識 キ ッ ト (宝酒造, 京都) と【γ -
32
p】 ア デ ノ シ
ン 三 .) ン醸 即E N Re s e arch Pr odu ct, Bosto n, U S A) を用 い て標
識 し た, 1叫 g の 繚 R N Aを1.2 % アガ ロ ー ス ゲ ル に て電気泳動
後, ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー に転写 し, 紫外線 にて 固定 した . つ い
で フ ィ ル タ ー に5 0 % ホル ム ア ミ ドを含む ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶液(On c o r,In c. Gaithe rsbu rg, USA)で 42℃, 6時 間プ レ
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン後, 32p標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ
ー ブを 添加 し , 4 2℃ , 2 4時間 ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン を 行 っ
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p<0.00 1vs. T NF- α alo n e.
SS C: 0,15 M塩 化 ナ ト リ ウ ム , 0.0 1 5 M クエ ン 酸 ナ ト 1) ウ ム/
0.1 %ドデ シ ル 硫酸 ナ トリ ウム) を用 い て室温 で2 0分間洗浄し,
フ ジ イ メ ー ジ ン グア ナ ライ ザ ー フ イ ル ム (富士 フ イ ル ム , 浜松)
に露出 し, オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ ー を行 っ た . さ ら に バ イ オイ
メ ー ジ ン グ ア ナ ライ ザ ー F UJⅨ B A SlOO O(富士 フ イ ル ム) によ
り放射活性 を定量 し た.
Ⅶ . 統計学的解析
測定値 は平均標準偏差で表示 し た . 群間 の 平均値 の 有意差検
定 ほSchefe,s F 分散分析で行 い , P<0,0 5を統計学的 に有意とみ
な した.
成 績
Ⅰ . T N F･ α に よ る M C P- 1 の産生誘導
500ng/mlの T N F- α 存 在下 で H M Cを24時間培養 した結乳
細胞 上宿中の M C P-1濃度は 時間依存性に増加 した (図2). T N F
α 無添加 の コ ン ト ロ ー ル で は M C P-1濃度の 上 昇 は ほ と ん どみ
られ な か っ た . ま た24時間で の 検討 で は T N F･ α は M C P-1産生
に対 し, 0 - 500ng/mlの 範囲 で 濃度依存性 であ っ た (図3). 一
方, 500ng/mlの T N Flα 存在下 で H U V E Cを24時間培養 した結
果, 細胞上 清中の M C P-1濃度 は H M C と同様 に時間依存性 に増
加 し た (図4). ま た , 2 4時 間で の 検討で は T N F- α は M C P-1産
生 に対 し, 0-50ng/mlの 範囲で濃度依存性 であ っ た (図5).
Ⅰ . H M C に お け る トロ グリ タ ゾン に よ る M C P･ 1蛋白 の産
生抑制
メ サ ン ギ ウ ム 細胞 に お い て M CP-1産生 に対す る トロ グリ タ ゾ
ン の 抑制効果 を検討す るた め, T N Fα (50ま た は 500ng/ml)お
よ び1また は 10
′
" M の トロ グ リ タ ゾ ン の 存在 下 , 非存在下 にて
H M C を24時間培養 し, 培養 上 浦中の M C P-1濃 度 を測定 した
(図3). 50ま た は 500ng/ml T N F- α 刺激 に よ り, M C P-1産生 は
コ ン ト ロ ー ル に比 しそれ ぞ れ3 6ま た は55倍 に増加 し た. こ れ
に対 し, 1〃 M の ト ロ グリ タ ゾ ン は有意な抑制効果をお よ ほさ
なか っ た が , 10,LLM の ト ロ グ リ タ ゾ ン は, 5 0ng/mlの T N F- α
に よ る M C P-1産 生 を52.6 % に, また 500ng/mlの T N F- α によ
るそ れ を49.3 % に抑制 し た .
6 1 2 2 4
ln c ubatio nTim e(hr)
Fig. 4. Tim e c o u rs e of T N F
- α (500ng/ml)-induced s oluble
M C P_1s e c retio n血･O mhu m a n u mbilic alv ein e ndothelialc ells･
The r e s ults repr e s e nt the 盲 ± S E Moftriplicate v alu esfro m



































































































チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤に よ る単球走化性因子の 抑制
.肛. Ⅰ‡ m C に お け る トロ グリタ ゾン に よ る M C P
･ 1蛋白の
産生抑制
血管内皮細胞 に お い て M C P-1産生 に 対す る トロ グリ タ ゾ ン
の 抑制効果 を検討す る た め, T N F- α (5, 50, 500ng/ml) お よ
び1ま た は10〃M の ト ロ グリ タ ゾ ン の 存在下 , 非存在下 に て
H M V E Cを24時間培養 し, 培 養上 宿中 の M CP-1濃度を測定 し
た (図6). T N Fα に より コ ン ト ロ
ー ル の 79倍 か ら119倍 に増加
した M C P-1産生 に対 し, 1〃M の トロ グ リ タ ゾ ン は有意 な抑制
効果を示 さ な か っ た が , 10〃M の ト ロ グ リ タ ゾ ン は最大19･4 %
に抑制 した . なお , トリ パ ン ･ ブ ル ー 排泄 法 にて トロ グリ タ ゾ
ン が細胞に与え る毒性 の 有無を メ サ ン ギ ウム 細胞 お よ び 血管内
皮細胞 に お い て 検討 した と こ ろ , ト ロ グリ タ ゾ ン 無添加群な ら
びに添加群 とも生細胞数 は9 5 % 以 上 であり , 両群間 に有意差
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Fig. 6. No rthe rnblot a n alys e s of M C P-1 m R N A in T N F
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tr e ated hu m a n m e s a ngial c ells. T he pr e s e n c e of lOFL M
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- α -indu c ed M C P-1 m R N A
e xpr e s sio n. G A P D Hm R NA w a s a n alyz ed a s a ninte r n al
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Ⅳ . M C P_1 m R M発更別こ対する トロ グリ タ ゾンの抑制効果
H M C お よ び H U V E C に おけるT N F- α 誘 導性 M C P-1発現と,
そ の トロ グ リ タ ゾ ン に よる抑制機構を探 る た め , 500ng/mlの
T N F- α お よ び10/∠M の トロ グ リ タ ゾ ン の 存在下 また は非存在
1 2 3 4
ゆ ■･-
ゆ ･･
Fig. 7. No rther nblot a n alys e s of M C P
-1 m R N A in TN F- α -
indu ced hu man u ml〕ilic alvein e ndothelialc ells. Thepres en ce
of lOiLM tr oglita zo n e redu c ed T N F- α -indu ced M C P-1m R N A
expre ssion . Arro w sindic ate the relativ e migration of 28Sa nd
18 SR NAs ru n o nthe s a m egel. UV tran sillu min atio n
de m o n str ated equ alqu a ntitie s ofR N Aap pliedto ethidiu m
br o mide-Stain ed aga ro s egelOo w er). hn el, C O ntrOl;La n e2,
500ng/mL T N F- α ;Lane 3,10FLM tr oglitaz o n e alo n e;La n e4,
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Fig. 8. Effe cts oftoglitazone, pioglita z o n e a nd α
-tOC Opher ol
o nT N F- α -indu c ed M C P-1 s e c retio nh
･
O m hu m a n m es a ngial
c ells. Troglitaz o n eCrro) at a do s e of lO/L M signific a ntly
redu c ed TN F- α (50ng/mL)-Stim ulated M C P-1 s e c r etio n
fr o mhu m a n m e s a ngial c ells fo r ape riod of 24 hr v s･
pioglitaz one (Pio)o r a-tO C Opher ol 旺D･ M C P-1 s e cr etio nis
e xpr es s ed a s ape r ce ntage ofthe a m o unt s e cr eted by v alu e s
from 3 s epar ate e xpe rim e nts.
*p<0.05,
* *p<0･01, †P<0･005
v s. T N F- α alo n e, †
-
｢P< 0.00 5v s. T N F- α +Pioglitaz o n e o r
T N Fla + α -tO C Ophe r ol.
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Fig. 9. The m e cha nis m of theinhibitory effects oftr oglitazone
O nM CfLIprodu ctio n.
下 に6時間培養 し, M C P-1 m R N A量を ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト解析
に て検討 した . H M Cで は ! 500ng/ml T NF- α 漆加 に よ っ て
M C P-1 mR N A量は コ ン ト ロ ー ル の 約2.0倍 に増加した . 10FLM
の トロ グリ タ ゾ ン はTN Fq a に より誘導 さ れ た M C P-1 m R N A量
を 73% に 抑制 し た ( 囲6). 一 方 , H U V E C で は 50 0ng/ml
TNF- α 添加 に よ っ て M C P-1 mR N A量は コ ン ト ロ ー ル の 約9,3
倍 に 増加 した . 10/∠M の トロ グリ タ ゾ ン はT N 下- α に より 誘導
され た M C P-1m R N A量を34 % に抑制 した (国7).
Ⅴ . トロ グリ タ ゾン の 分子構造内 の チ ア ゾリ ジン 環 お よぴ ク
ロ マ ン環の 構造 一 機能特異性
トロ グリ タ ゾ ン に よ る M C P-1産生抑制が チ アゾ リ ジ ン 環あ る
い はク ロ マ ン環 の い ずれ に 由来す るもの なの か を明 らか に する目
的で , トロ グリ タ ゾ ン , お よび ク ロ マ ン環を有さない チ ア ゾ リ ジ
ン系薬剤であるピオ グリ タ ゾ ン , さ らに ク ロ マ ン環を有する ア ル
フ ァ ー トコ フ ェ ロ ー ル がIIM C での T N Fα に よ る M CP-1蛋白の
誘導性 におよ ぼ す効果を比較検討 した . 50ng/mlの m Fα に よ
る刺激 にて 誘導され た M C P-1蛋白を10〃M の ア ル フ ァ
ー ト コ フ
ェ ロ ー ル は86.3 % に, 10/∠M の ピオ グリ タ ゾ ン は77.5 % に, そ
して10/∠M の トロ グリ タ ゾ ン は46.8 % に抑制 した(図8)･
考 察
脂肪組織か ら過剰 に分泌され る TN F- α は , 細胞 質内 の リ ン
酸化を含 む イ ン ス リ ン 受容体か ら の シ グナ ル 伝達 を抑制 し22),
さ ら に4型糖輸送体 の 発現を抑制 して糖の 細胞内へ の 取り込みを
抑え, イ ン ス リ ン 抵抗性を引き起 こす可能性が示 され て い る
23)
.
チ ア ゾリ ジン 誘導体 は脂肪細胞 へ の 分化の 決定国子で ある ペ ル オ
キ シ ソ ー ム 増殖応答性受容体 ガ ン マ ー be r oxis o m epr olife rato r-
a cdv ated re c epto rN γ , P 比 良γ) の
1) ガン ドと して 作用し24), 脂
肪細胞を分化させ , 脂肪細胞か ら の T N Fα 産生を低下 させ る
25)
.
ま たチ アゾ リ ジ ン 誘導体 はリ ボ蛋白リ パ ー ゼ を活性化 し, 中性
脂肪 の 分解を促進 し, 糖尿病 に お ける月旨質代謝障害を改善 させ
る こ とが 知 られ て い る26). ト ロ グ リ タ ゾ ン に よ るイ ン ス リ ン 抵
抗性 の改善機構と して , 2型糖尿病患者 にお い て 骨格筋 で の 糖
利用を促進 し, 肝で の 糖新生を抑制 し, 空腹時お よ び 食後の 血
糖値を低下 させ る こ と が 証明されて い る27). しか し近年 , 2型
糖尿病 にお い て の み ならず , イ ン ス リ ン依存型糖尿病 モ デ ル で
ある ス トレ プトゾ ト シ ン糖尿病 ラ ッ トに お い て も, トロ グリ タ
ゾ ン が 血管内膜 の 過形成を是正 させ る こ と 28)や , 糖尿病性腎症
にお ける微量 ア ル ブ ミ ン 尿 を低 下 させ る こ と29)な どが 明ら か に
され た. こ う した ト ロ グリ タ ゾ ン の 効果 は, 従 来か ら考えら れ
き たイ ン ス リ ン抵抗性改善作用を介す る血 糖降下作用や脂質代
謝改善作用 に加えて , 血管を構成す る細胞 に直接作用する こ と
に よ る もの と准測 した . また , トロ グ リ タ ゾ ン が 低比重リ ボ 蛋
白 Oo w-de n sitylipoprotein , L Dl) の 酸化を抑制す る こ とが 報告
され て い る こ と17)1 8)か ら, こ う した 一 連の 効果 が抗酸化作用に
よ る可能性も考えた . これ ら の 知見 を踏まえて , 本研究で は ト
ロ グ リ タ ゾ ン が メ サ ン ギ ウ ム細胞 や血 管内皮細胞 に直接的 に作
用 し, 抗動脈硬化作用を発揮す る か に つ い て , 動脈硬化病巣形
成の 初期段階 で 重要 な M C P-1 に着日 し8卜 13), そ の 抑 制機構を
検討 した . そ の 結果, ト ロ グ リ タ ゾ ン は メ サ ン ギ ウ ム 細胞お よ
び 血 管内皮細胞か ら の MC P-1蛋白産生を m R N Aレ ベ ル か ら抑
制 しう る こ と を明ら か に した . H M C で は m Fα 非投与下 にお
い て も, 10FLM の ト ロ グリ タ ゾ ン は M C P-1蛋白濃度をコ ン ト ロ
ー ル の 41.5 % に抑 制 した . こ れ は培地 に使用 した 血 清 に よ る
M C P-1産生促進作用 の 抑制 と考え る . ま た H M C に おい て ,
T N Flα に よ る m R N Aの 誘導が蛋白量に比 し低 か っ た 点 に つ い
て は , 細胞 の 継代数 の 遠 い や , m R N Aの 回収時間な どが影響 し
た もの と考える .
本研 究で 得 られ た知見をもと に , 筆者は ト ロ グ リ タ ゾ ン によ
る M C P-1産生 の 抑制機構に つ い て 一 つ の モ デ ル を提唱する .
図9 に示すよう に T N F- α の 刺激 は プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン キ ナ ー
ぜ を介 して 30), 高 グ ル コ ー ス や ホ ル ポ ー ル ■ 12- ミ リ ス テ ー
ト ･ 13- ア セ テ ー ト bho rbol 12- myristate 13-a C etate,P M A) によ
る刺激はプ ロ テ イ ン ･ キナ ー ゼ C(pr otein kin a seC, P K C)を介
して 伝達 され , さ ら に こ れ らの シ グナ ル はそ の 後 合流 し, 核 内
転写因子 JCB (n u cle arfa cto r-kappa B, N F- K B) に よ っ て M C P"1
発現 が 誘導され る 3 1). 今回 の 研究 の 結果 , ト ロ グ リ タ ゾ ン が
M C P-1発現を抑制 した こ と か ら , こ の 薬剤 が細胞内の シ グナ ル
機構ある い は 転写因子 の 段階 に作用して い る 可能性 を考えた .
ト ロ グリ タ ゾ ン の 分子構造は ク ロ マ ン環 と チ ア ゾ リ ジ ン 環か ら
成り立 っ て い る が , 今回得 られ た抑制効果 が そ の どち ら に起因
して い るか は 明確 で は なか っ た . そ こ で ク ロ マ ン 環 をも つ ア ル
フ ァ ー トコ フ ェ ロ ー ル と ク ロ マ ン環 を もたず チ ア ゾリ ジ ン 環を
もつ ピオ グ リ タ ゾ ン を, 両者をも つ トロ グ リ タ ゾ ン と比較する
こ と で 分子構造 に お ける作用 の 相違 に つ い て 検討 し た . 最近,
チ ア ゾ リ ジ ン 誘導体 はP P A Rγ の リ ガ ン ドと して 作用 し, 脂肪
細胞 の 分化を促進 させ る 一 方で , N F- 〝 B を介す る種 々 の サ イ
ト カ イ ン 産 生 を 抑制す る こ と が 明 ら か と な っ た32). 従 っ て ,
M C P-1の 抑 制は トロ グ リ タ ゾ ン に よ る N F- K B の 抑制 に よ っ て
説明で きる か も し れ な い (国9). さ ら に, こ の サ イ ト カイ ン の
抑 制は ク ロ マ ン 環をも た な い チ ア ゾ リ ジ ン 誘導体で も認 め られ
て い る こ とか ら32), N F- 〝 B の 抑制効果 は チ ア ゾ リ ジ ン 環 に起
因 して い る か も しれ な い ｡ 今 回の 研 究の 結果, ピ オ グリ タ ゾ ン
は T N F- α 刺激 に よ る M C P-1産生をも抑制す る こ とが 明 らか と
な っ た . 一 方 , ト ロ グ リ タ ゾ ン の ク ロ マ ン 環 は, ア ル フ ァ ー ト




こ れ まで P M A や高 グ ル コ ー ス 刺激 に よ る P K Cの
活性 は ア ル フ ァ ー ト コ フ ェ ロ ー ル によ っ て 阻害 され る こ と
33)34)
や 酸化 L D L刺激 に よ る M C P-1発 現 に対 し, ア )t/ フ ァ ー ト コ フ
ェ ロ ー ル は N F- fCB の抑 制を介 して , M C P-1発 現 を抑制する こ


























チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤に よ る単球走化性因子の 抑制
ロ ー ル は T N FLα 刺激 に よ る M C P-1産生 をも抑制す る こ とが 明
ら か と な っ た . 著者 はす で に トロ グ リ タ ゾ ン が メ サ ン ギ ウ ム 細
胞や 血 管内皮細胞か ら の P M A刺激 に よ る M CP-1産生 をも抑制
する こ と を明ら か と して い る
36)
. さ ら に興 味深い こ と に トロ グ
リ タ ゾ ン は3剤 の 中で 壊も強い M C P-1産 生抑制効果を示 し た .
従 っ て , ト ロ グ リ タ ゾ ン は チ ア ゾリ ジ ン 環に よ る N F- 〝 B の 抑
制 と ク ロ マ ン 環 に よ る 抗酸化効果 の 両者 の 効果 を合わ せ 持 つ
こ と で衆も強 い M C P-1産生抑制効果を示 した 可能性を考える
(図8).
腎硬 化症 や糖尿病性腎症の 病初期 に M C P-1 に よっ て 糸球体
内へ 浸潤 ･ 集横 した単球や マ ク ロ フ ァ ー ジ は形質転換増殖因子
を放出 し, や が てメ サ ン ギウ ム 領域 へ の 細胞外基質の 増大や糸
球体硬化 の 進展 をも ら たす
37)38)と考 えら れて お り, ま た粥状硬
化の 病初期 に M C P-1 に よっ て
■
血 管内皮 下 へ の 遊走 ･ 浸 潤 し た
単球は マ ク ロ フ ァ ー ジ に分 化 し, 内皮 下の L D Lをさか ん に貪
食しや が て 泡沫細胞となる . こ の 泡渾細胞か ら種々 の 増殖因子
が放出さ れ , 血管平滑筋細胞の内皮下 へ の 遊走 ･ 増殖 が起 こ り
プ ラ ー ク が 形成 され て い く3
9卜 41)
. こ う した 病態 の 初期段階 に
重要なM C P-1を抑制す る こ と は動脈硬化 や糖尿病性合併症 の
発症 ･ 進展を抑止す る上 で 極め て 重要で ある. 本研究 はト ロ グ
リタ ゾ ン が 従来 の 血糖降下作用の 他 に, メ サ ン ギ ウ ム 細胞や 血
管内皮細胞 か ら の M C P-1産生を抑制す る と い っ た直壊的な抗
動脈硬化作用を有す る こ と を示唆す る. 今後 は シ グ ナ ル 伝達の
各段階の 阻害剤 を用 い て ト ロ グ リ タ ゾ ン に よ る M C P-1発 現抑
制機構を解明す る と と もに, チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤 が実際 に生 体
内で動脈硬化進展を抑止 しうる か検討 して い きた い .
結 論
動脈硬化初期病巣形成 に重要な M C P-1 に対す る イ ン ス リ ン
抵抗性改善剤 (ト ロ グ リ タ ゾ ン) の 抑制効果 に つ き検討 し , 以
下 の 新 知見を得 た .
1. メ サ ン ギ ウム 細胞お よ び 血管内皮細胞に お い てT N F- α は
M C Pql産生 を m R N Aの レベ ル か ら促進 した.
2
.
チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤である トロ グ リ タ ゾ ン は H M C お よび
HUVE Cか ら の T N F- α 誘導性 M C P-1産生 を 濃度依存性 に抑制
し た.
3, ト ロ グリタ ゾ ン は H M C お よ び H U V E C か らの TN F- α 誘
導性 M C P-1 mR N A発現を抑制 した .
4. メ サ ン ギ ウ ム 細胞 に お ける M C P-1産生 の 抑制効果 ほ , ピ
オ グ リ タ ゾ ン , ア ル フ ァ
ー ト コ フ ェ ロ ー ル で も認め ら れ た こ と
か ら, チ ア ゾ リ ジ ン 環 と ク ロ マ ン 環 は と も に T N F- α 誘導惟
M C P-1産生 を特異的に抑制 し, ト ロ グリ タ ゾ ン は 両者の 作用を
合わ せ持 つ と推定する .
以上 の 結果 より ト ロ グリ タ ゾ ン は 直接的 な抗動脈硬化作月引こ
よ り動脈硬化や糖尿病性合併症の 発症 ･ 進展 を抑止 しう る可 能
性 を考え る.
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Inhibitory E 鮎ct of T hiaz oli dinedio n eDeriv atives o nT N F- α
-Indu ced Expre s sion of Mo n o cyte Chem o attra cta nt
Protein -1(M C P･ 1)in Hu m a nMes an gialand Um bilic al Vein EndothelialCells M asayo shi Yokoya ma, Depar tm en t Of





Ins ulin r e sita nc eincluding diabetes, Obesity, dyslipidemia a nd hy perten sion has be e n con side red as a risk factor for
athero s cle r o si and o n eofthe targetS Oftr eatm en tfor diabetes. M o nocyte chem oattracta ntproteinJ (M C P-1)is kno wn t o
play a nimporta nt rolein the pathoge nesis ofathe r osclero sis andglom erulos cle ro si through theinduc tio n of m o n ocyte
mlgration ･ Re c e ntly, a n e W O ral ins ulin
-SenSltlZ lng age nt･trOglitaz o ne, hasbee n reported toprotectagaln Sthe dev elopm entof
athe r o scle ro si and mic rova s c ula r complica tion viaits im pr ov em e nt ofinsulin r e sista n c e･ Ho we v e r, it has notyetbee n
clarified whethe rtr oglitaz on eactsdir e ctly o n vas cular ce11s a nd inhibits the progr e sio n of athe r o s clero sisincluding
glom e rulo s cle ro si ･ We the reforein v es tlgated the efftcts oftr oglita zo n eo n M C P
-1produc tio nfr o mhu m an m e s angi alcells
(HM C)a nd hu m anu mbilicalv ein e ndothelialc ells(H U V E C)･ HM Cand H U VEC w e r etreated with or witho ut troglita zon e
(l o rlOp M)in thepre s e n c e or abs en c e ofva rio us co n c e ntrations oftu m or n ecr o sisfact or
- α (T N F- α)(5,500r500 ng/ mi),
a ndthe nthe a moun ts of M C P-l sec reted from the H M Cand H UVE Cw ere m eas u red. T N F- α , Which is ele vated ininsulin
re sista n c es ta te and athe ros cle rot主cle sio n s wa sfou ndto, do s edepende ntly stim ulate MCP-1 production by H MC and
H U V EC. In H M C, TN トα in c re as ed MCP-1 productio n by 55-foldvs･ the contr ol, and troglitazon edos edepe ndently
inhibited this T N トα -indu c ed in c re a s ein M C P- 1 secretio nsby 4 9･3% at lO〃 M of troglitaz o ne ･ In HUVE C, T N F
- α
in cr e a s ed MCP-1 produ ctio nby l 19-foldv s･ the c ontr ol, a nd troglita zo n edo s edepende ntly inhibited this T N F
- α -indu c ed
incre asein M C P-1 s e c r etio nsby 19･4 %atl O/J M oftr oglitaz o n e･ No rthernblot a nalyse sre v e aledthat troglitaz on edecreased
the T N F- α -indu ced in crease of M C P-1 m R N A lev elsin H MC and H U V EC. A lthoughthe m olec ular StruC tu re Oftroglitaz o ne
con sists ofa chro m an rlng a nd th ia zolidine rlng, both α
-tO C OPher ol, Which a no n
-thiaz olidin edio n ehas a chro m a n rlng a nd
p10glitazon e, a thia z olidin edion e witho ut a chr o man n ng, als oinhibited the T N F
- α -indu ced incre asein M C P-1 pr oduc tion
n
･
O m H M C, S ug geStlngthat theinhibito ry effe cts oftroglitazo neo n M C P
-1productio n m ayde rive 丘o mboth stru ctu re s･ T he
pre s e n t s tudy s ug gests the po s sibility u sing ofthiaz olidin edio n eto pr e v en t the progre s sio n of athe ros cle rosis and
glo me rulos cle r osisbyinhibiting M C P
-1pr oduction from endotheliala nd m e s a ngialc ells ･
